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Brasília, DF – Brasil 
RESUMO 
A úlcera de pé diabético (UPD) representa uma das complicações mais graves da diabetes 
devido a alta incidência de amputação de membros inferiores associada a esta comorbidade. A 
úlcera suscita  um ambiente propício para o desenvolvimento de infecções, visto que, além de 
possuir faixa de temperatura ideal no local da lesão, a presença de umidade e nutrientes pode 
favorecer o crescimento bacteriano. Na presença de infecção, ocorre um retardo no processo de 
cicatrização tecidual. Nosso grupo desenvolveu o sistema terapêutico RAPHA®, que consiste 
no uso concomitante de fototerapia com diodo emissor de luz (LED: Light Emitting Diode) e 
de curativo baseado em biomembrana de látex natural (BLN) com ou sem curcumina para 
tratamento da UPD. O LED foi usado no comprimento de onda vermelho. No presente estudo, 
foi avaliada a presença e quantidade de cepas bacterianas após tratamento. A amostra deste 
estudo foi composta por 15 participantes de pesquisa, portadores de UPD, distribuídos 
igualmente entre os grupos GC (grupo controle), GE1 (grupo experimental 1) e GE2 (grupo 
experimental 2). O grupo GC  recebeu o tratamento padrão utilizado no Sistema Único de Saúde 
(SUS), com troca de curativos em ambiente ambulatorial ao menos uma vez por semana. Os 
grupos GE1 e GE2 utilizaram curativo baseado em BLN  e BLN contendo curcumina 
concomitante à exposição a LED durante 35 minutos. Os curativos foram trocados diariamente.  
Os participantes dos grupos GE1 e GE2 recebiam assistência dos pesquisadores em seus 
domicílios a cada quinzena e recebiam suporte e orientação da equipe diariamente por meio de 
diálogo no aplicativo WhatsApp. Para se avaliar a microbiota bacteriana foram coletadas 
amostras diretamente das úlceras dos participantes em ambiente ambulatorial (GC) e em 
domicílio (GE1 e GE2) a fim de identificar se os tratamentos afetavam a microbiota local. As 
amostras da microbiota das úlceras foram coletadas no início (D0), meio (D22) e fim do 
tratamento (D45). Nos respectivos dias, as amostras foram coletadas em dois momentos sendo: 
(1) Coleta Inicial (CI) antes de iniciar e (2) Coleta Final (CF) logo após o término do protocolo 
terapêutico. Para isso, utilizou-se um coletor Swab, pressionando-o levemente em sentido 
horário e em seu próprio eixo na área de 1 cm2 da úlcera. Em seguida, as amostras foram 
inoculadas em um tubo, contendo meio de conservação e transporte bacteriano (Stuart). As 
amostras foram transportadas imediatamente para análise, sendo acondicionadas em estufa 
bacteriológica a 35ºC (± 2°C) por 24 horas. Em seguida, realizou-se análise da microbiota 
utilizando-se meios de cultura Agar sangue, Agar Manitol e Agar MacConkey e meios para 
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provas bioquímicas Catalase e Rugai com lisina. Observou-se colonização resistente de cinco 
espécies bacterianas nas úlceras dos participantes dos grupos GC, GE1 e GE2 sendo: 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Edwardsiella spp. e 
Klebsiella spp. onde analisou-se a variação bacteriana entre CF e CI. Todos os participantes 
dos grupos experimentais tiveram contração das úlceras superior ao GC. Não se observou 
alterações de microbiota cultivável entre os grupos avaliados durante nos dias D0, D22 e D45. 
Portanto, concluiu-se que o tratamento com BLN e LED não alterou a microbiota das feridas 
dos participantes de pesquisa. 
 
Palavras-chave: úlcera de pé diabético (UPD), curcumina, biomembrana de látex, fototerapia, 





Diabetic foot ulcer (DFU) represents one of the most serious complications of diabetes due to 
the high incidence of lower limb amputation associated with this comorbidity. The ulcer raises 
a favorable environment for the development of infections, due to the fact that, in addition to 
having an ideal temperature range at the injury site, the presence of moisture and nutrients can 
favor bacterial growth. In the presence of infection, there is a delay in the tissue healing process. 
Our group developed the RAPHA® therapeutic system, which consists of the concomitant use 
of phototherapy with light emitting diode (LED) and a dressing based on natural latex 
biomembrane (NLB) with or without curcumin for the treatment of DFU. The LED was used 
in the red wavelength. In the present study, the presence and amount of bacterial strains after 
treatment was evaluated. The sample of this study was composed of 15 research participants, 
with DFU, equally distributed between the groups CG (control group), EG1 (experimental 
group 1) and EG2 (experimental group 2). The CG group received the standard treatment used 
in the Unified Health System (SUS), with dressing change in an outpatient setting at least once 
a week. Groups EG 1 and EG 2 used dressings based on NLB and NLB containing curcumin 
concomitantly with exposure to LED for 35 minutes. Dressings were changed daily. 
Participants in groups EG 1 and EG 2 received assistance from researchers in their homes every 
fortnight and received support and guidance from the team daily through dialogue in the 
WhatsApp application. To assess the bacterial microbiota, samples were collected directly from 
the participants' ulcers in an outpatient setting (CG) and at home (EG 1 and EG 2) in order to 
identify whether the treatments affected the local microbiota. Ulcer microbiota samples were 
collected at the beginning (D0), middle (D22) and end of treatment (D45). On the respective 
days, samples were collected at two times: (1) Initial Collection (IC) before starting and (2) 
Final Collection (CF) right after the end of the therapeutic protocol. For this, a Swab collector 
was used, pressing it lightly in a clockwise direction and on its own axis in the area of 1 cm2 
of the ulcer. Afterwards, the samples were inoculated in a tube, containing preservation medium 
and bacterial transport (Stuart). The samples were immediately transported for analysis and 
placed in a bacteriological incubator at 35ºC (± 2°C) for 24 hours. Then, microbiota analysis 
was performed using culture media Blood Agar, Mannitol Agar and MacConkey Agar and 
media for biochemical tests Catalase and Rugai with lysine. Resistant colonization of five 
bacterial species was observed in ulcers of participants in groups CG , EG 1 and EG 2, being: 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Edwardsiella spp. and 
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Klebsiella spp. where the bacterial variation between CF and CI was analyzed. All participants 
in the experimental groups had ulcer contraction superior to the CG. There were no changes in 
the cultivable microbiota between the groups evaluated during days D0, D22 and D45. 
Therefore, it was concluded that the treatment with NBL and LED did not change the 
microbiota of the wounds of the research participants. 
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1. INTRODUÇÃO  
1.1 DIABETES MELLUTUS E COMPLICAÇÕES 
A Diabetes mellitus (DM) consiste em um grupo de doenças metabólicas caracterizadas 
pela desordem na produção ou ação da insulina ou ambos (AMERICAN DIABETES 
ASSOCIATION, 2005; ALAM et al., 2014). Outrossim, ela é um dos maiores problemas de 
saúde global, estimando-se que o número de pacientes com a doença aumentará cerca de 425 
milhões em 2017 para 629 milhões em 2045, em pessoas entre 20 e 70 anos. Em longo prazo, 
dentre as complicações da diabetes tem-se o risco de desenvolver úlceras nos pés (AMERICAN 
DIABETES ASSOCIATION, 2005).  
A úlcera do pé diabético (UPD) é uma importante causa de morbidade, apresentando-se 
como motivo de grande parte da internação de pacientes com DM. Essa moléstia é responsável 
por um alto índice de amputação dos membros inferiores (YAZDANPANAH, 2015), visto que 
a cicatrização da ferida é prejudicada em decorrência da inflamação prolongada (BALTZIS; 
ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014). A UPD é avaliada segundo a classificação de feridas da 
Universidade do Texas (Anexo 1), pois oferece informações clínicas das úlceras que têm suas 
apresentações subdivididas em graus e estágios relacionados, sendo considerados profundidade, 
infecção e isquemia na lesão. Os graus dessa classificação vão aumentando conforme a 
gravidade da lesão. Feridas superficiais, por exemplo, enquadram-se no grau 1. Já quando há 
comprometimento de pele e tecido subcutâneo, a classificação é de grau 2 e, quando a lesão se 
estende para tendão ou cápsula, é classificada como grau 3 (GODOY-SANTOS, 2017). 
A inflamação persistente pode ser agravada devido à presença de tecido necrótico, 
corpos estranhos, contaminação bacteriana, pois leva à perturbação do equilíbrio entre fatores 
pró-inflamatórios e anti-inflamatórios (LAUREANO, 2011). Esses fatores pró-inflamatórios 
fazem parte da nossa imunidade inata, ativando o metabolismo do ácido araquidônico4 que, 
consequentemente, libera prostaglandinas5 e leucotrienos6, aumentando a permeabilidade 
 
4 Ácido graxo essencial liberado da membrana plasmática por ação da enzima fosfolipase A2, ativando uma cascata 
metabólica que inicia pela ação da prostaglandina. (MENDES,2012) 
5 Mediador inflamatório (MENDES,2012) 
6 Mediador inflamatório (LIMA,2002) 
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vascular e do fluxo sanguíneo para facilitar a migração dos leucócitos e o extravasamento de 
proteínas plasmáticas, agindo contra os patógenos (FREITAS, 2019). 
A cicatrização de feridas depende de diversos processos de sinalização celular, que 
ocorrem de maneira ordenada e eficiente. Ela é caracterizada por hemostasia7, inflamação, 
proliferação celular e remodelação da matriz extracelular (DIEGELMANN; EVANS, 2004). 
No entanto, essa progressão é prejudicada em feridas crônicas, como as UPDs. Além disso, há 
diversos fatores como trauma repetido ou estresse mecânico aplicado ao pé e à própria 
hiperglicemia, que desencadeia um processo anormal de inflamação (TSOURDI et al., 2013). 
A cronificação da etapa inflamatória pode ser causada pela hiperglicemia, afetando a 
cicatrização, pois induz, de forma indireta, a síntese de colágeno. Essa desordem metabólica 
pode alterar a morfologia e diminuir a proliferação celular, além de provocar a diferenciação 
anormal de queratinócitos8, células importantes para promoção da regeneração tecidual. 
Ademais, na UPD, o processo de cicatrização é prejudicado em decorrência de alterações na 
biodisponibilidade de moléculas pró-inflamatórias como citocinas9 e fatores de crescimento, os 
quais implicam na desregulação da proliferação, diferenciação, migração e metabolismo celular 
(TSOURDI et al., 2013). 
A hiperglicemia prolongada é o elo comum que une os três pilares responsáveis pela 
formação da úlcera no pé dos diabéticos: isquemia, neuropatia e infecção. Isquemia é a causa 
da suspensão ou cessamento da irrigação sanguínea nos membros inferiores, conhecida como 
doença arterial periférica (DAP). O estado isquêmico é causado frequentemente pela formação 
de placas de gordura diminuindo o calibre das paredes arteriais, conhecida como aterosclerose 
(FERREIRA, 2010). Já a neuropatia é responsável pelo bloqueio da sudorese, diminuição da 
oxigenação local e sensibilidade permitindo o desenvolvimento de lesões graves, além de 
atrofia muscular, gerando assim pontos de pressão exacerbada na região podal.  
Por fim, infecção é o conjunto de condições que proporcionam elevação da temperatura 
e edema do pé, gerando desidratação da pele, o que favorece a formação de fissuras. Além 
disso, a infecção promove ambiente ideal para colonização e replicação bacteriana, sobretudo 
 
7 Manutenção da integridade dos vasos sanguíneos evitando a perda excessiva de sangue (VIEIRA,2007) 
8 Células epidérmicas que sintetizam queratina, e que passam por transformações características durante sua 
movimentação em direção à superfície, saindo das camadas basais da epiderme até a camada córnea da pele 
(DeCS,2006). 




em indivíduos com controle metabólico descompensado, visto que apresentam a imunidade 
inata10 reduzida (NEVES, 2013).  
1.2 TECIDO CUTÂNEO E SUA MICROBIOTA  
A pele (Figura 1) é o maior órgão do corpo humano. Ela possui como principal função 
isolar as estruturas internas do ambiente externo, formada por três camadas justapostas: 
epiderme, derme e hipoderme. A camada mais externa da pele é a epiderme, sendo avascular e 
tem como função principal a proteção contra agentes externos. Constituída de células epiteliais 
achatadas sobrepostas que, as considerando de dentro para fora, estão dispostas em; camada 
basal, camada espinhosa, camada granulosa, camada lúcida e sua camada mais externa o estrato 
córneo (THIERS, 2005). 
 
 
Figura 1. Ilustração da estrutura cutânea, formada por três camadas justapostas. Epiderme, derme e hipoderme 
Fonte: O autor, 2021 (Created with BioRender.com) 
 
Na superfície da pele, o estrato córneo é coberto por um filme responsável por sua 
aparência flexível e consistente, formada por uma emulsão do tipo A/O (água em óleo). Sua 
constituição é feita à base de proteína que é hidrossolúvel e lipossolúvel. A parte hidrossolúvel 
é formada por suor (íons, ureias liberadas pelas glândulas sudoríparas) e a parte lipossolúvel é 
formada por sebo (glicerídeos e ácidos graxos das glândulas sebáceas). A emulsão A/O é 
 
10 Capacidade de um organismo normal permanecer não infectado por microrganismos e suas toxinas (DeCS,2016) 
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absorvida na camada córnea e participa da formação de uma barreira cutânea, formando assim 
uma rede compacta responsável pelo "efeito barreira” (THIERS, 2005). 
A pele é um ambiente inóspito que se caracteriza por extensas regiões ressecadas, pH 
ácido, rotatividade contínua de suas células superficiais e produção de proteases11, lisozimas12 
e peptídeos antimicrobianos. Apesar desses mecanismos de proteção, os microrganismos13 
sobrevivem e se espalham para os anexos da pele14 em uma simbiose15, onde o hospedeiro pode 
se beneficiar de diferentes maneiras, incluindo a proteção contra a colonização e subsequentes 
infecções (PATIÑO, 2013).  
A título de exemplo, Staphylococcus aureus é um patógeno comum, estando presente 
em cerca de 20 a 30% de indivíduos saudáveis sejam portadores nasais assintomáticos16, 
conquanto essa colonização também possa causar infecções localizadas e sistêmicas. Algumas 
linhagens de Staphylococcus epidermidis e Corynebacterium spp. podem inibir ou reverter a 
colonização nasal por S. aureus, estabelecendo uma relação de mutualismo17 com o hospedeiro, 
o que significa que não são prejudiciais e pode representar um benefício salutar (PATIÑO, 
2013).  
A eliminação de S. epidermidis devido ao uso irracional de antibióticos pode ser 
prejudicial para o hospedeiro. Isso ocorre porque uma grande quantidade de peptídeos 
antimicrobianos permite patógenos em potenciais oportunistas e que colonizam a pele com 
maior eficiência (PATIÑO, 2013). 
Além disso, na ausência de bactérias comensais da pele, o hospedeiro pode ser menos 
eficiente em sua resposta imunológica. Outra mudança na composição de bactérias, que ocorre 
com frequência, deve-se ao uso de sabonetes e antissépticos nas mãos. Visto que diferentes 
espécies de bactérias são modificadas dependendo da frequência de lavagem das mãos. Em 
particular, destacam-se bactérias Propionibacterium, Neisseria, Burkholderiales e 
 
11 Enzima que especificamente clivam as ligações peptídicas encontradas em proteínas e peptídeos (DeCS,2004). 
12 Enzima básica que está presente na saliva, lágrimas, clara de ovo e muitos fluidos animais. Funciona como 
agente antibacteriano (DeCS,2003). 
13 Fungos e bactérias (AZEVEDO,1998)  
14 Unhas, pelos, glândulas sebáceas e glândulas sudoríparas (GONÇALVES,2017) 
15 Relação entre duas espécies diferentes de organismos que são interdependentes; uma ganha benefícios da outra 
ou uma relação entre diferentes espécies em que ambos os organismos em questão se beneficiam da presença do 
outro. (DeCS,2016). 
16  Estado de se abrigar um organismo infeccioso sem manifestar sintomas de infecção (DeCS,2016). 




Pasteurellaceae, que são relativamente mais abundantes quando o tempo decorrido desde a 
última lavagem é superior a quatro horas. Por outro lado, outras bactérias nos grupos 
Staphylococcaceae, Streptococcaceae e Lactobacillaceae apresentam o padrão oposto e são 
relativamente mais abundantes nas mãos recém-lavadas. Embora a lavagem das mãos altere a 
composição, isso não afeta as concentrações globais de diversidade bacteriana in loco, nem 
elimina a maioria das bactérias encontradas na superfície da pele (PATIÑO, 2013). 
Existe uma associação entre aumento da umidade, pH, uso de produtos oclusivos18 e 
colonização por bacilos Gram negativos e bactérias coliformes. Essas alterações aumentam o 
número de bactérias em 10.000 vezes, além de haver um maior isolamento de fungos. Simples 
ações como mudar as condições físicas e regular a umidade e a temperatura, além de promover 
o crescimento da microbiota bacteriana comensal promovem, ainda, um declínio da microbiota 
patogênica, principalmente de S. aureus (PATIÑO, 2013). 
O estudo realizado por Canesso (2014, p.76) sugere que o reparo de feridas cutâneas é 
acelerado e sem cicatriz na ausência da microbiota comensal19, devido a um processo 
inflamatório controlado. Ele ainda ressalta a importância de entender como a microbiota 
comensal regula o processo de cicatrização, proporcionando novas direções, não apenas para o 
entendimento da fisiopatologia de feridas, mas também pode apoiar novas estratégias para tratar 
feridas através da manipulação da microbiota. 
Os microrganismos têm sido essenciais na evolução da vida dos vertebrados convivendo 
em uma relação de simbiose e colonizando tecido cutâneo, trato gastrointestinal, respiratório e 
vaginal. A relação comensal entre a comunidade microbiana e seu hospedeiro eucarioto tem 
demonstrado, atualmente, uma forte interação que vai além de uma simples relação física e que 
permite uma variedade de benefícios fisiológicos como defesa contra a colonização de 
patógenos oportunistas20, suplementação de nutrientes essenciais, metabolismo de composto 
não-digestíveis, composição da microbiota intestinal, e principalmente, na regulação do sistema 
imune (CANESSO, 2014; NASCIMENTO,2010). 
 
18 Bloqueio total ou parcial da circulação de sólidos ou líquidos pelos canais ou vasos do organismo, por exemplo 
a pele (MICHAELIS,2021). 
19 Relação entre diferentes espécies em que ambos os organismos em questão se beneficiam da presença do outro. 
(DeCS,2016). 




A microbiota da pele íntegra humana é estabelecida já em seu nascimento, dependendo 
inclusive do tipo de parto, pois os nascidos via vaginal apresentam inicialmente colonização de 
Lactobacillus spp, enquanto os nascidos de cesárea são colonizados por microrganismos 
ambientais e hospitalares comuns, como Staphylococcus, Streptococcus ou Propionibacterium 
(NETO,2020).  
Os Lactobacillus spp. são bactérias produtoras do ácido lático. Portanto, este tipo de 
bactéria leva à redução do pH do tecido cutâneo injuriado, dificultando assim, a colonização de 
patógenos oportunistas, incluindo os formadores de biofilme21. Além disso, essa espécie 
microbiana expressa a quimiocina CXCL1222, responsável por acelerar o fechamento e a 
melhora da ferida em camundongos com hiperglicemia ou isquemia periférica, condições 
associadas a feridas crônicas (GUYON, 2014). 
Destaca-se, ainda, que a presença de infecção na lesão não é a causa e sim uma 
consequência da ocorrência da úlcera. Os principais microrganismos isolados em UPD incluem 
Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli, Proteus spp, Klebsiella spp, Pseudomonas 
aeruginosa, Morganella morganii, bacteroides do grupo fragilis, Bacilos Gram + e 
Peptostreptococcus. Porém, a espécie mais habitual em úlceras é Staphylococcus aureus 
(NOOR, 2015; CARVALHO et al, 2004). 
Todas as úlceras podológicas albergam microrganismos, porém infecções no Pé 
Diabético são superficiais, isto é, elas não se estendem para além da fáscia subcutânea23. No 
entanto, a colonização de lesões por bactérias não é equivalente a uma infecção. A infecção é 
definida como a proliferação de agentes microbianos patogênicos numa lesão e quando a 
contagem de microrganismos supera 105 UFC/mL, causando danos teciduais e 
desencadeamento de uma resposta inflamatória no hospedeiro (LEITE,2011). 
Os sinais clássicos de infecção em feridas incluem calor, exsudação24 purulenta, 
hiperemia, dor e edema. Além do atraso na cicatrização, observa-se, nas lesões infectadas, 
presença de friabilidade do tecido de granulação com pigmentações e despigmentações 
patológicas, ausência de tecido de granulação no leito ou presença de tecido anormal, alteração 
 
21 Incrustações, formadas por bactérias mergulhados em matriz extracelular de substância polimérica secretada 
pelos microrganismos (DeCS, 2018). 
22 Quimiocina CXC quimiotática para Linfócitos T e Monócito, além de estar envolvido na progressão da 
angiogênese. são produzidas pelo processamento alternativo de RNAm (DeCS,2016; GUYON, 2014) 
23 Camada de tecido conjuntivo de espessura variável. Encontra-se imediatamente abaixo da pele (DeCS,2003) 
24 Produto soroso de alto teor proteico resultante de processo inflamatório, que sai dos vasos sanguíneos e se 
deposita em superfícies teciduais (MICHAELIS,2021). 
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no odor, deterioração e reabertura da ferida, maceração, inflamação e celulite, desconforto ou 
aumento da dor na região da lesão e formação de abscesso25 (QUEGE, 2008). 
A infecção ocorre quando há presença e replicação de microrganismos na região da 
ferida. Este fator é influenciado pela presença de tipos de microrganismos. Ainda, podem-se 
citar os fatores de resistência dos microrganismos patogênicos, os quais afetam as condições 
gerais de perfusão de nutrientes e da oxigenação dos tecidos. Com isso, pode ocorrer a 
cronificação da lesão de forma direta e indireta. O mecanismo direto inclui basicamente 
produção de toxinas que induzem um aumento da quantidade de moléculas pró-inflamatórias 
(citocinas) e a necrose tecidual. Além disso, as bactérias também induzem redução de 
mecanismos protetores quimiotáticos, aumentam a produção de enzimas citotóxicas e de 
radicais livres e, ainda, acentuam a hipóxia26, que é exacerbada pelos metabólitos 
vasoconstritores. Todos esses fatores, ocasionados pela presença de microrganismos, levam à 
lesão tecidual (QUEGE, 2008).  
Desta forma, a ocorrência de infecção em feridas de indivíduos diabéticos leva ao 
aumento de custos tanto na assistência ambulatorial como para o paciente sob cuidados em 
domicílio. Além disso, o uso empírico27 de antibióticos na terapêutica da UPD desencadeia 
efeitos adversos e resistência bacteriana, dificultando ainda mais o tratamento (QUEGE, 2008).  
A terapêutica antibiótica inicial na UPD é empírica e apoiada na severidade da infecção, 
em indicações epidemiológicas e evidências clínicas. O tratamento antibiótico definitivo é 
baseado na resposta clínica do paciente à antibioticoterapia empírica, assim como também nos 
resultados culturais e da sensibilidade aos antibióticos dos agentes patogênicos isolados. O 
aumento de bactérias resistentes a antibióticos dificulta a escolha de medicamentos para o 
tratamento de infecções em úlceras diabéticas. Dessa forma, a cronicidade das lesões, associada 
a múltiplos internamentos hospitalares, consultas frequentes e esquemas de antibioticoterapia 
prolongada, são responsáveis por este aumento (LEITE, 2011). 
 
25 Acumulação de pus em uma cavidade existente ou formada acidentalmente nos tecidos, em consequência de 
inflamação (MICHAELIS,2021). 
26 Situação em que o conteúdo de oxigênio no nível celular encontra-se diminuído. (DeCS,2016) 
27 Que se baseia somente na experiência ou observação, ou por elas se guia, sem levar em consideração teorias ou 
métodos científicos; experimental, prático (MICHAELIS,2021). 
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1.2.1 DIFERENCIAÇÃO BACTERIANA – COLORAÇÃO DE GRAM  
 Em 1884, a coloração de Gram foi desenvolvida pelo bacteriologista dinamarquês 
Hans Christian Gram. Ela é um dos procedimentos mais úteis para diferenciação das bactérias 
em dois grandes grupos: Gram positivas (Gram +) e Gram negativas (Gram –). Assim sendo, é 
o método de coloração diferencial mais utilizado em exames diretos ao microscópio de amostras 
clínicas e de colônias bacterianas.  
 As bactérias Gram + (Figura 2A) possuem espessa camada de Peptideoglicano28, 
conferindo rigidez, regulação de nutrientes, regulação da divisão celular e proteção. Elas retêm 
o corante primário (cristal violeta) devido ao aumento na quantidade de ácido teicóico e a 
diminuição da permeabilidade na parede celular aos solventes orgânicos, por conterem menos 
lipídeos e maior quantidade de Peptideoglicano na parede celular (CAMPANHÃ, 2000; 
PEREIRA, 2011).  
 A parede das bactérias Gram – (Figura 2B), por outro lado, apresenta maior 
complexidade estrutural. Sobre a membrana citoplasmática há uma fina camada de 
peptídeoglicano e, acima desta, há uma membrana composta de bicamada fosfolipídica 
(denominada de membrana externa) contendo alta concentração de lipopolissacarídeo (LPS), 
em sua face extracelular. Entre as duas membranas (citoplasmática e externa), há um espaço 
abrangendo o peptídeoglicano denominado de periplasma. O espaço periplasmático é rico em 
enzimas e proteínas possuindo grande atividade biológica. Na coloração de Gram, a delgada 
camada de peptídeoglicano não permite a fixação do corante cristal violeta e iodo. Por esta 
razão, o corante é removido na lavagem com etanol. A remoção permite então a contra-
coloração com a fucsina. Estas células bacterianas, então, são visualizadas em tom 
avermelhado, distintamente das Gram + que ficam coradas em tom arroxeado (CAMPANHÃ, 
2000; PEREIRA, 2011).  
 
28 Polímero estrutural do envelope da célula bacteriana que consiste em açúcares e aminoácidos, o qual é 
responsável tanto pela determinação da forma como pela integridade celular sob estresse osmótico em virtualmente 




Figura 2. Estrutura da parede celular bacteriana – (A) Gram + após a membrana plasmática, há uma espessa 
camada de peptideoglicano entrelaçado com ácido teicóico e ácido lipoteicóico e logo após processo de coloração 
Gram se apresentam em tom arroxeado (B) -Gram – após a membrana plasmática, há um espaço chamado “espaço 
periplasmático”, uma camada fina de peptideoglicano e uma membrana externa e logo após processo de coloração 
Gram se apresentam em tom avermelhado (GUERRA,2017). Fonte: O Autor,2021 
1.2.2 BACTÉRIAS GRAM POSITIVAS (GRAM +) 
O Staphylococcus epidermidis (Figura 3) é um colonizador bacteriano comensal da pele 
e membranas mucosas de humanos. Possui um polissacarídeo B específico e dificilmente causa 
danos aos queratinócitos, produzindo peptídeos tóxicos para outros microrganismos, como 
Staphylococcus aureus e Streptococcus. A epiderme permite o crescimento de S. epidermidis, 
enquanto isso fornece ao hospedeiro um nível adicional de peptídeos antibacterianos, 
constituindo uma relação perfeita de mutualismo hospedeiro-bactéria.  
Entretanto, também é visto como um importante patógeno oportunista, juntamente com 
Staphylococcus aureus. S. Epidermidis, ocupa o primeiro lugar entre os causadores agentes de 
infecções hospitalares. Os custos de septicemia causados por contaminação de cateter vascular 
pelo S. epidermidis chegam a aproximadamente US$ 2 bilhões anuais para os Estados Unidos 
da América, pelas dificuldades de tratamento causadas por resistência bacteriana (OTTO, 2009; 





Figura 3. Staphylococcus epidermidis - Espécie de Staphylococcus em formato de cocos, Gram positivas (Gram 
+), anaeróbio facultativo. Principalmente encontrado na pele e mucosa de animais homeotérmicos, pode ser um 
patógeno primário ou invasor secundário (DeCS, 2018). Fonte: National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases (NIAID), 2011 
 
Staphylococcus aureus é a bactéria mais comum em infecções nosocomiais32 causando 
diversas doenças, variando de pequenas infecções de pele a condições de risco de vida, 
incluindo endocardite e septicemia. Apesar dessas capacidades patogênicas, estafilococos 
fazem parte da microbiota normal da pele e suas interações com os humanos são normalmente 
assintomáticos.  As infecções causadas por esse agente geralmente resultam nas violações da 
imunidade inata do hospedeiro como danos às membranas mucosas e cutâneas. Com o avanço 
da biotecnologia, foram sequenciados genomas de Staphylococcus, revelando que S. aureus 
(Figura 4) e S. epidermidis compartilham um conjunto básico comum de genes. Contudo  S. 
aureus é mais eficiente do que S. epidermidis na aquisição e incorporação de DNA estranho em 
seu genoma, incluindo elementos que codificam fatores de virulência (MASSEY, 2006). 
 
 





Figura 4. Staphylococcus aureus - Bactéria potencialmente patogênica encontrada em membranas nasais, pele, 
folículos pilosos e períneo de animais homeotérmicos. Podem causar diversos tipos de infecções e intoxicações. 
(DeCS, 2018) Fonte: Janice Haney Carr, 2001 
 
Os gêneros Streptococcus (Figura 5) e Enterococcus compreendem bactérias Gram + de 
grande importância clínica e epidemiológica, sendo a maioria das espécies componentes da 
microbiota natural humana. Streptococcus tem ao menos 135 espécies conhecidas que 
colonizam as membranas mucosas humanas e animais. Espécies como Streptococcus 
pyogenes, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus agalactiae são altamente virulentas e 
causam infecções e doenças como febres reumáticas e escarlates, pneumonia ou sepse neonatal. 
Os estreptococos são classificados com base na morfologia da colônia, tipo de hemólise e 









Figura 5. Streptococcus spp. - Gênero de bactérias cocóides Gram positivas (Gram +) cujos organismos ocorrem 
em cadeias. Endosporos33 não são produzidos. Várias espécies existem como comensais ou parasitas do homem e 
animais, sendo que algumas espécies são altamente patogênicas. Algumas espécies são saprofíticas34 e ocorrem 
no ambiente natural (DeCS, 2015). Fonte: National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIAID,2019 
 
33 Grupo de cocos cujas relações taxonômicas são incertas. Formam endosporos, têm corpos de parede espessa no 
interior de células vegetativas de certas bactérias, e são capazes de passar por condições ambientais adversas por 
períodos prolongados (DeCS,2009). 
34 Organismo que obtém seus nutrientes de matéria orgânica em decomposição (MICHAELIS,2021). 
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Peptostreptococcus spp. (Figura 6) é uma bactéria em forma de cocos Gram + anaeróbia 
e é parte da microbiota comensal oral e intestinal. Essa bactéria é um agente etiológico 
de inúmeras doenças incluindo (1) endocardite, (2) abscessos hepáticos, (3) doença periodontal, 
(4) infecções do canal radicular e (5) infecções de feridas (DE SOUZA, 2018). 
 
Figura 6. Peptostreptococcus spp. Gênero de bactérias cocóides, Gram positivas (Gram +) e anaeróbias, que são 
parte da microbiota normal de humanos. Seus organismos são patógenos oportunistas, causando bacteremias e 
infecções de tecido mole (DeCS, 2015). Fonte: Van Dalen,1993. 
1.2.3 BACTÉRIAS GRAM NEGATIVAS (GRAM -) 
Escherichia coli (Figura 7) é uma bactéria Gram –, comensal do trato gastrointestinal e 
normalmente não é patogênica para humanos. Entretanto, várias cepas de E. coli têm a 
capacidade de causar várias doenças em diferentes locais, incluindo o sistema renal, o trato 
gastrointestinal, feridas e o sistema nervoso central (ALHARBI, 2019; BRASIL, 2004). 
 
Figura 7. - Escherichia coli - Espécie de bactéria Gram negativa (Gram –), facultativamente anaeróbia, em forma 
de bastão comumente encontrada na parte mais baixa do intestino de animais de sangue quente. Geralmente não é 
patogênica, embora algumas linhagens sejam conhecidas por produzir diarreia e infecções pirogênicas. As 
linhagens patogênicas são classificadas pelos seus mecanismos patogênicos específicos como toxinas (DeCS, 
2009). Fonte: KAPER,2004. 
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Pseudomonas aeruginosa (Figura 8) é um bacilo Gram-negativo ambiental comum, 
além de ser encontrada também em ambiente hospitalar como (1) pisos, (2) grades de camas, 
(3) pias e (4) as mãos dos profissionais de enfermagem. Essa espécie de bactéria, P. aeruginosa, 
atua como um patógeno oportunista em várias circunstâncias, principalmente em pacientes 
imunossuprimidos e em infecções de feridas causadas por queimaduras. Igualmente, P. 
aeruginosa é capaz de produzir elastase35, inibindo assim a integridade da membrana basal do 
hospedeiro disseminando a infecção (LYCZAK, 2000). 
 
Figura 8. Pseudomonas aeruginosa - Espécie de bactérias em bastonete, Gram negativa (Gram –) e aeróbias, 
comumente isoladas de amostras clínicas (feridas, queimaduras e infecções do trato urinário). Também é 
amplamente distribuída no solo e na água. P. aeruginosa é um dos principais agentes de infecção hospitalar. 
(DeCS, 2009).Fonte: Janice Haney Carr, 2011.  
 
Morganella morganii (Figura 9) é um bacilo Gram – em forma de bastonete, além de 
ser um raro patógeno oportunista predominantemente isolado de infecções nosocomiais. Esta 
espécie pertence à família Enterobacteriaceae e foi isolado pela primeira vez em amostra fecal 
no ano de 1906 por um pediatra. Ele é considerado um patógeno incomum ao ser humano, 
amplamente distribuído no meio ambiente e na microbiota intestinal normal de humanos, 
mamíferos e répteis. M. morganii causa diversas infecções, tal como (1) infecções do trato 
urinário, (2) úlceras genitais, (3) pericardite, (4) infecções de feridas nas extremidades do pé e 
(5) septicemia (BANDY,2020).  
 
35 A enzima quebra a elastina, a proteína específica das fibras elásticas, e digere outras proteínas tais como a fibrina, 




Figura 9. Morganella morganii - Espécie de Morganella previamente classificada como espécie de Proteus. É 
encontrada em fezes de humanos, cães, outros mamíferos e répteis. (DeCS,2009). Fonte: KUNG, 2020 
 
Proteus mirabilis (Figura 10) pode ser encontrado no solo, fontes de água e esgoto. 
Além disso é um microrganismo comensal do trato gastrointestinal de humanos e outros 
animais. Este tipo de bactéria pode causar diversas infecções, mas principalmente as Infecções 
do Trato Urinário (ITU) associadas à inserção de cateteres. P mirabilis podem induzir  formação 
de cálculos na bexiga, nos rins podendo até progredir para um quadro de septicemia36, que 




Figura 10. Proteus mirabilis - Espécie bacteriana Gram negativa (Gram –), facultativamente anaeróbia e em forma 
de bastonete, que é frequentemente isolada de amostras clínicas. O local mais comum de infecção é o trato urinário 
(DeCS, 2009).Fonte: Kreisleriana, 2020 
 
36 Síndrome de resposta inflamatória sistêmica com uma etiologia infecciosa suspeita ou comprovada. 
(DeCS,2020) 
37 Predição do provável resultado de uma doença baseado nas condições do indivíduo e no curso normal da doença 
como observado em situações semelhantes (DeCS,2016). 
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Klebsiella spp. (Figura 11) são onipresentes na natureza. Elas provavelmente têm dois 
habitats comuns sendo um o meio ambiente onde são encontrados na água de superfície, esgoto, 
solo e em plantas. Mesmo assim, os principais reservatórios patogênicos para a transmissão de 
Klebsiella são o trato gastrointestinal e as mãos dos profissionais da área hospitalar. Por isso, 
Klebsiella frequentemente causam infecções nosocomiais. A espécie mais importante, 
Klebsiella pneumoniae, é responsável por proporções significativas de infecções do trato 
urinário adquiridas em hospitais, pneumonia, septicemias e infecções em tecidos moles. 
Contudo, representam apenas de 2 a 4% das infecções de ferida devido à ampla disseminação 
de cepas resistentes a antibióticos, especialmente de cepas produtoras de β-lactamase que 
apresentam amplo espectro (PODSCHUN, 1998). 
. 
 
Figura 11.  Klebsiella spp - Gênero de bactérias Gram negativa (Gram –), facultativamente anaeróbias e em forma 
de bastonete, cujos organismos se arranjam individualmente, aos pares ou em cadeias curtas. Este gênero é 
comumente encontrado no trato intestinal e é um patógeno oportunista que pode levar a septicemia, pneumonia, 
infecções do trato urinário e outros tipos de infecção humana (DeCS,2009) Fonte: Instituto Nacional de Alergia e 
Doenças Infecciosas, National Institutes of Health, 2020 
 
A patogênese de Edwardsiella spp. (Figura 12) e suas doenças têm seu mecanismo 
amplamente desconhecido. As bactérias entéricas pertencem à microbiota comensal que 
habitam os animais as quais são oportunistas, pois tem o potencial de causar infecções em 
indivíduos que apresentam imunossupressão. Elas representam diversas espécies bacterianas, 
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como,  Aeromonas, Salmonella, Edwardsiella e Yersinia, são zoonoses38. Membros da 
Edwardsiella estão associados a ambientes de água doce ou marinha e são transmitidos aos 
humanos por contato ou ingestão de animais aquáticos malcozidos e é transmitida também por 
animais domésticos. Cerca de 80% das infecções causadas por Edwardsiella spp. originam 
gastroenterites semelhante às infecções por Salmonella. Já 20% restantes das infecções 
humanas são doenças extra intestinais como mionecrose, infecções de tecidos moles, meningite, 
peritonite com septicemia e infecções de feridas (LEUNG, 2012). 
 
 
Figura 12. Edwardsiella spp. - Gênero bacteriano em forma de bastonetes, Gram negativa (Gram –), anaeróbios 
facultativos, geralmente com motilidade devido aos flagelos. Membros deste gênero geralmente são encontrados 
nos intestinos de animais de sangue frio e em água doce (DeCS, 2009). Fonte: DU, 2007. 
 
1.3 ABORDAGEM TERAPÊUTICA - SUS  
Os curativos utilizados pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no tratamento das feridas 
cutâneas devem atender sete requisitos: (1) não permitir acúmulo de exsudato, (2) manter a 
umidade na ferida, (3) permitir trocas gasosas, (4) proteger contra infecção, (5) fornir 
isolamento térmico, (6) não possuir agentes tóxicos e (7) sua remoção não devem gerar traumas 
locais. E segundo o manual do pé diabético (2016, p.47) o tratamento padrão se resume a quatro 
alternativas conforme se observa no quadro abaixo. 
 
38 Doenças de animais que podem ser transmitidas aos humanos ou podem ser transmitidas dos humanos para os 
animais (DeCS, 2020). 
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Quadro 1. Coberturas utilizadas pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no tratamento das feridas cutâneas. Fonte: 
O Autor, 2021. 
 
 
Por essas vantagens os curativos são amplamente utilizados para proteger a ferida e 
promover a cicatrização (REIS, 2013). Entretanto, no estudo de Dumville et. al. (2012, p.1909), 
que avalia diversos curativos, foi observado que não houve diferença significativa na 
cicatrização entre curativos mais caros em comparação com alternativas mais econômicas 
tampouco entre curativos contendo ou não antimicrobianos e antissépticos. 
 
1.4 ABORDAGEM TERAPÊUTICA - RAPHA® 
Nosso grupo desenvolveu um sistema terapêutico composto pelo uso combinado de 
LEDterapia com a BLN, denominado sistema terapêutico RAPHA®. Este sistema foi 
desenvolvido na Universidade de Brasília – UnB, consulta de patente (BR 102016019963-8 
A2) – para aplicação direta em processos inflamatórios humanos internos e externos. Foi 
observado em estudo clínico que os participantes de pesquisa apresentaram melhoria no 
processo de cicatrização em outros aspectos, como (1) na qualidade de vida, (2) no humor e 
autoestima e (3) na qualidade de trabalho e deslocamento (ROSA, 2018). 
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Estudos realizados por nosso grupo demonstraram que a terapia promovida pelo 
RAPHA® resultou em cicatrização de até 99% em ratos portadores de diabetes que receberam 
tratamento com BLN contendo lipossomas com curcumina e LED (RAPHA® plus) Silva (2020, 
p.30). Ainda, observaram-se excelentes resultados em humanos de acordo com o ensaio clínico 
conduzido por Santana (2021, p.79). Os participantes de pesquisa que receberam tratamento 
com BLN contendo curcumina e LED (RAPHA® Plus) tiveram um resultado médio de 
cicatrização de feridas de 89% em apenas 45 dias.   
 Na presente pesquisa será analisada a composição e quantidade de microbiota cultivável 
oriunda das úlceras de participantes de pesquisa portadores de UPD antes e após o tratamento 
com o RAPHA® e RAPHA® Plus. Nossa hipótese é que o tratamento induz redução ou 
remissão da infecção na úlcera dos participantes e que esta alteração esteja relacionada a melhor 
cicatrização em relação ao tratamento convencional realizado no Sistema Único de Saúde 
(SUS). Essa hipótese é sustentada pelo fato de que a curcumina apresenta efeito anti-
inflamatório, antioxidante e antimicrobiano (AKRAM, 2010). 
1.4.1 ABORDAGEM TERAPÊUTICA – BIOMEMBRANA DE 
LÁTEX NATURAL (BLN)  
Os produtos registrados para o tratamento de UPD não são totalmente eficientes e 
apresentam custos elevados (REIS, 2013). Nosso grupo tem se empenhado em explorar novas 
estratégias  terapêuticas para UPD que sejam mais eficazes e de baixo custo. Neste contexto, 
destaca-se a utilização de curativo baseado em biomembrana de látex natural (BLN). Estudos 
prévios demonstram que a BLN promoveu cicatrização e remodelagem tecidual em úlceras 
isquêmicas em perna humana (FRADE, 2003) e em UPDs sem causar feitos adversos, gerando 
boa aceitação do participante de pesquisa no tratamento com a BLN (REIS, 2013; NUNES, 
2016; ROSA, 2018; LÓPEZ-DELIS, 2018; AGNELLO,2018; ROSA, 2019; SILVA, 2020; 
SANTANA, 2021; FERREIRA, 2021).  
O látex é um composto natural extraído da seringueira (Hevea brasiliensis). Após corte 
em seu caule, a árvore expele um líquido de aspecto branco leitoso, que possui em sua 
composição 5% de macromoléculas não vinculadas a borracha (proteínas, lipídios, carboidratos 
e açúcar), 45% de fração de borracha (cis-polyisoprene) e 50% de água. O látex natural é um 
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cicatrizante natural da planta, ou seja, é um metabolito secundário utilizado para defesa própria, 
em situações de lesões (FERREIRA et al., 2009). 
Devido a suas propriedades terapêuticas, seu baixo custo e ausência de risco de 
transmissão de patógenos o látex é um interessante recurso terapêutico.  Como consequência 
da sua biocompatibilidade, o látex vem sendo explorado como biomaterial para diversas 
aplicações médicas (ROSA et al., 2019; SILVA, 2020). As suas propriedades estimuladoras de 
neovascularização, regeneração tecidual, neoangiogênese e formação de matriz extracelular 
tem sido comprovada em diferentes estudos realizados em várias espécies animais 
(ZIMMERMANN et al., 2007; PINHO et al., 2004; SILVA, 2020; SANTANA, 2021). 
Em úlceras venosas, a BLN promoveu a organização do tecido cicatricial através da 
indução de fatores de crescimento como VEGF43 (Vascular endothelial growth factor), TGF-
β144 (Transforming growth factor beta 1) e redução da expressão da enzima iNOS45 (induced 
nitric oxide synthase), favorecendo a cicatrização (FRADE, 2003). 
Neste trabalho, propomos aplicar uma biomembrana de látex natural (BLN) contendo 
lipossomas para o carreamento de um biocomposto denominado curcumina visando a aumentar 
a eficiência de neoformação tecidual em relação ao uso exclusivo de látex natural. 
1.4.2 ABORDAGEM TERAPÊUTICA – FOTOTERAPIA 
A fototerapia produz efeitos químicos e, por isso, não altera significativamente a 
temperatura do local tratado, variando dentro da faixa de 0,1ºC a 0,5ºC. Tal feito é causado pela 
absorção dos fótons pelos cromóforos da pele estimulando o metabolismo celular (1) na 
permeabilidade, (2) metabolismo de mitocôndrias, (3) na síntese de ATP (Adenosina trifosfato), 
(4) na modulação da dor, (5) na inflamação e (6) na cicatrização tecidual. Assim, a fototerapia 
 
43 Membro da família dos fatores de crescimento da célula endotelial denominados fatores de crescimento do 
endotélio vascular. é produzido por uma ampla variedade de tipos celulares. Além de estimular o crescimento e a 
permeabilidade vascular, pode ter um papel na estimulação da vasodilatação através de vias dependentes do óxido 
nítrico (DeCS,2013). 
44 O TGF- β desempenha um papel no desenvolvimento embrionário, diferenciação celular, secreção de hormônio 
e função imunológica. O TGF- β é encontrado principalmente como formas homodímeras de distintos produtos do 
gene TGF- β1, TGF- β2 ou TGF- β3 (DeCS,2015). 
45 Subtipo de óxido nítrico sintase independente de Cálcio que pode desempemhar um papel na função 




pode induzir a modulação de proteínas constituintes da pele como colágeno e a elastina 
(HOURELD, 2014; DE ABREU CHAVES, 2017).  
Os efeitos da fotobiomodulação46 promovida por LASER (Light Amplification by 
Stimulated Emission of Radiation) ou LED (Light Emitting Diode) sobre a cicatrização de 
feridas são bem descritos na literatura. É relatado que estas terapias induzem taxa aumentada 
de cicatrização de feridas. Contudo, ainda são necessários estudos que utilizem a fototerapia 
em combinação com outras técnicas para encontrar métodos ainda mais eficazes para induzir a 
cicatrização completa da ferida (KUFFLER, 2016).  
LASER é uma fonte de luz monocromática, coerente com curto espectro de onda, com 
frações de nanômetros (nm) enquanto o LED é incoerente, ou seja, com maior espectro de onda 
variando entre 1 e 2 nm e é policromática (HEISKANEN, 2018). Sua aplicação na cicatrização 
de feridas contribuiu para o reparo tecidual cutâneo através dos efeitos anti-inflamatório e 
analgésico, promoção da proliferação de fibroblastos, síntese de colágeno e angiogênese, 
modulação do processo inflamatório e melhor organização das fibras de colágeno (FABRE, 
2015; DE LIMA, 2014; SANTANA, 2021). 
Demonstrou-se, em estudo in vitro, que a irradiação com o LED aumenta a viabilidade e 
morfologia de fibroblastos através do aumento do nível de proteínas de choque térmico, 
responsáveis por modular a homeostase celular, auxiliar no reparo após o estresse celular e 
promover a cicatrização de feridas (CHOI, 2019). Ainda, foi demonstrado em ensaios in vivo 
em que a terapia com LED estimulou a proliferação de queratinócitos na epiderme, bem como 
a deposição de colágeno na derme durante a fase de proliferação da cicatrização (TAKEO, 
2015) e promoveu aumento de vasos sanguíneos, de VEGF e redução do COX-247 
(TATMATSU-ROCHA, 2018). 
O LED possui algumas vantagens sobre o LASER, como capacidade de irradiar grande 
área do corpo ao mesmo tempo e apresentar menor custo, maior segurança, a não emissão de 
luz térmica, não toxicidade e não invasividade, além da facilidade em uso doméstico. Essas 
características tornam a LEDterapia uma tecnologia mais acessível e aplicável na saúde do que 
outras modalidades. Essa terapia utiliza o LED como fonte luminosa terapêutica e tem sido 
 
46 Efeito Biológico gerado pela absorção de fótons pelos cromóforos da pele (DOS SANTOS MENDES-COSTA, 
2020).  
47 Subtipo de prostaglandina-endoperóxido sintase expressa por indução. Desempenha importante papel em muitos 
processos celulares e na Inflamação (DeCS, 2006). 
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aplicada com diversas finalidades, que vão além da cicatrização de feridas, promovendo 
rejuvenescimento da pele, redução da inflamação, psoríase, dentre outros (DONG,2017).  
Por promover neoformação vascular e por estimular a proliferação, granulação e 
reepitelização tecidual, uma alternativa viável para a modulação orgânica da ferida é a 
fototerapia, sendo seu representante mais promissor o diodo emissor de luz - LED, apresentando 
um custo menor comparado com o LASER. O LED é utilizado com comprimento de onda que 
varia de 405 nm (azul) a 940 nm (infravermelho) (SINGH, 2001; NGUYEN, 2016; MOREIRA, 
2009; YANG, 2019; WANG, 2020; WOJCIK, 2020). 
O estudo realizado por Vitoriano (2019, p.1370) comparou as terapias com LASER e 
LED em ensaio clínico para promover a cicatrização de úlceras diabéticas. Ambos os 
tratamentos demonstraram promover reparo tecidual e melhorar os sinais e sintomas 
neuropáticos em pacientes com DM. No entanto, os resultados demonstraram taxa de 
cicatrização mais alta nas feridas tratadas com LED do que com LASER, ressaltando que 
estudos complementares são necessários para compreender a superioridade entre as terapias.  
Visando os efeitos benéficos da LEDterapia para o tratamento de feridas foi 
desenvolvido um equipamento móvel para neoformação tecidual – dispositivo terapêutico 
RAPHA® – associado a uma biomembrana de látex natural, para promover a cicatrização de 
feridas diabéticas (SANTANA,2021). 
1.5 ABORDAGEM TERAPÊUTICA – Curcuma longa E CURCUMINA   
A Curcuma longa L. (Figura 13A) é uma planta pertencente à família Zingiberaceae. 
Popularmente conhecida como açafrão-da-terra ou cúrcuma, trata-se de uma planta herbácea, 
perene e que apresenta rizoma49 ovoide podendo alcançar até 10 cm de comprimento. Quando 
cortados, apresentam coloração amarelo avermelhada, exalando nota olfativa Sui generis50, 
além de apresentar sabor picante. A Curcuma longa L. é uma planta originária da Índia e do 
sudeste da Ásia. Esta espécie se desenvolve em solo úmido e argiloso, adaptando-se bem na 
maioria dos países tropicais. É uma planta utilizada há 6.000 anos pela medicina tradicional 
Indiana, a Ayurveda. É comumente prescrita na prevenção e controle de desordens físicas que 
 
49 Caule horizontal subterrâneo semelhante a raiz, produzindo brotos aéreos e raízes subterrâneas. Distinguem-se 
das raízes verdadeiras, que não possuem botões e nós. Semelhantes a raízes verdadeiras por serem subterrâneos e 
mais espessos por armazenar depósitos de reserva (DeCS, 2016). 
50 Que não apresenta semelhança com nenhuma outra pessoa ou coisa; original, peculiar (MICHAELIS,2021). 
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incluem resfriado, comprometimento de vias aéreas, sinusite, infecções bacterianas, alterações 
hepáticas, diabetes, feridas, reumatismo e anorexia. A parte da planta comumente utilizada é o 
rizoma e é empregado como corante alimentício, tempero ou suplemento alimentar (MARCHI, 
2016). 
 
Figura 13. (A) Curcuma longa em Rizoma e em pó Fonte: EUGSTER,2014 e (B) Estrutura química do principal 
curcuminoide da Curcuma longa, a Curcumina. Fonte: AKBIK,2014. 
 
A curcumina é um curcuminóide lipossolúvel e está presente no açafrão (Curcuma 
longa) (Figura 13B) sendo também usada para tratamento de úlceras diabéticas (AKBIK et al., 
2014). Estudos prévios demonstraram que a curcumina apresenta efeitos antiinflamatório, 
antioxidante, anticoagulante e antibiótico. Além disso, foi relatado que este curcuminóide 
apresenta propriedade cicatrizante, visto que favorece (1) a redução da resposta de oxidação e 
inflamação, (2) formação de tecido de granulação, (3) deposição de colágeno, (4) remodelação 
tecidual e (5) contração da ferida. Portanto, a curcumina representa um biocomposto com 
grande potencial para uso como material para cicatrização de úlceras (AKRAM, 2010; 
EMIROGLU et al., 2017; DAI et al., 2017).  
 Na cicatrização de feridas, a curcumina reduz a oxidação e inflamação, promove a 
migração de fibroblastos, a formação do tecido de granulação e a deposição de colágeno. Ainda, 
controla a apoptose das células na ferida favorecendo a reepitelização, remodelação tecidual e 
contração da ferida (AGGARWAL, 2009). Em ratos diabéticos, a administração da curcumina, 
tanto por via oral (40 mg de curcumina para cada quilograma de peso) quanto tópica (0,1% de 
curcumina veiculada em polietilenoglicol), melhorou o reparo de feridas promovendo 
reepitelização, neovascularização aprimorada, migração aumentada de várias células, incluindo 
miofibroblastos dérmicos, fibroblastos e macrófagos para o leito da ferida e maior conteúdo de 
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colágeno. Também, esse curcuminóide induziu aumento do TGF-β1 em feridas tratadas com 
curcumina em comparação com o grupo controle (SIDHU,1999). 
 Ainda, diversos estudos foram realizados visando avaliar os efeitos da curcumina em 
feridas diabéticas. Foi demonstrado que o fitocomposto, associado a nanofibras ou na forma de 
gel, induziram atividade antioxidante e antiinflamatória em ratos diabéticos, acelerando a 
cicatrização das feridas diabéticas (KANT, 2014; MERRELL, 2009; KANT, 2015). 
Apesar do exposto, a curcumina apresenta pouca biodisponibilidade no organismo 
devido às suas propriedades lipofílicas e isto, consequentemente, resulta, na sua baixa 
estabilidade química e rápida eliminação pelo organismo. Assim, seu uso terapêutico é limitado. 
Por fim, uma estratégia viável para aumentar a biodisponibilidade é a utilização de 
nanoestruturas como os lipossomas (SILVA, 2020).  
1.6 ABORDAGEM TERAPÊUTICA - LIPOSSOMAS 
Lipossomas são estruturas vesiculares constituídas por uma ou várias bicamadas 
lipídicas, assemelhando-se a membranas celulares. Os fosfolipídios apresentam natureza 
anfifílica, ou seja, possuem uma região hidrofílica e outra lipofílica. Por isso, são utilizados 
como carreadores versáteis de fármacos51 hidrofílicos e lipofílicos. Os lipossomas são 
constituídos predominantemente por fosfolipídios, encontrados abundantemente em diversos 
tecidos, incluindo tecidos nervosos. Lipossomas apresentam maior biodisponibilidade no 
organismo visto sua similaridade de composição orgânica melhorando, assim, a absorção e 
meia-vida de compostos a ele associados (SILVA, 2020; HOEKMAN et al. 2014). 
Lipossomas melhoram a captação celular, tecidual e a distribuição dos compostos 
terapêuticos para os locais-alvo. Essas nanovesículas fosfolipídicas podem veicular substâncias 
com características lipofílicas, hidrofílicas e/ou ambas. Por exemplo, moléculas bioativas 
lipofílicas podem ser incorporadas no interior da bicamada lipídica, enquanto moléculas 
hidrofílicas podem ser inseridas na região central aquosa, conforme podemos observar na 
Figura 14 (SILVA, 2020). 
 
51 Substância química ativa, fármaco, droga ou matéria-prima que tenha propriedades farmacológicas com 
finalidade medicamentosa, utilizada para diagnóstico, alívio ou tratamento, empregada para modificar ou explorar 





Figura 14. Lipossomas. - São vesículas compostas por bicamadas lipídicas fechadas, amplamente empregadas 
como veículos para entrega de fármacos por possibilitar o carreamento de moléculas imiscíveis em água tais como 
curcumina na região lipofílica. Possibilitando ainda carreamento de outro fármaco hidrossolúvel na região 
hidrofílica. Fonte: Adaptado de SILVA, 2020. 
 
2. OBJETIVOS 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar alterações da composição de microbiota cultivável em Úlcera de pé diabético 
(UPD) durante o tratamento realizado pela associação de equipamento diodo emissor de luz 
LEDs (RAPHA®) associado a biomembranas de látex natural (BLN) contendo lipossomas com 
curcumina. 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Comparar a população microbiana cultivável da úlcera no momento que precede (Coleta 
Inicial - CI) e imediatamente após (Coleta Final - CF) a intervenção terapêutica. 
• Identificar as espécies bacterianas cultiváveis que colonizam a úlcera dos participantes antes 
e após a intervenção terapêutica, nos dias D0, D22 e D45 por meio de ensaios 
microbiológicos e bioquímicos.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 BIOMEMBRANA DE LÁTEX NATURAL 
As Biomembranas de Látex Natural (BLN) (Figura 15), utilizadas para a realização dos 
ensaios, foram preparadas utilizando látex natural bicentrifugado pré-vulcanizado (Du Latex 
Produtos Industriais Ltda. São Paulo, Brasil). Os lipossomas foram confeccionados pelo nosso 
grupo de pesquisa. Foi utilizado um método adaptado de MOHAMMED et al., 2004 
empregando fosfolipídio (Lipoid E 80/Lipoid, Alemanha) e colesterol (Sigma, USA) em 
solvente orgânico (mistura de clorofórmio e metanol). Após a solubilização dos lipídios, a 
solução foi submetida à secagem em rotaevaporador (BUCHI) para formação do filme lipídico. 
O filme foi hidratado com tampão fosfato salina, a pH 7,4 (PBS), sob vigorosa agitação 
magnética (SILVA, 2020).  
A confecção das biomembranas de látex com e sem curcumina foi realizada nas 
instalações do Laboratório de Engenharia e Inovação da Universidade de Brasília (LEI – UnB). 
Os Lipossomas com curcumina foram adicionados antes do processo de vulcanização do látex 
(SILVA, 2020). A BLN aplicada no tratamento dos participantes de pesquisa trata-se de um 
artigo semicrítico55 visto que fica em contato com a pele não íntegra. Por isso, é necessário 
realizar a sua desinfecção56 ou esterilização57 para uso clínico.  
Um método eficaz para esterilização de biomateriais consiste no vapor de baixa 
temperatura e formaldeído (VBTF). O VTBF possui como agente esterilizante o formaldeído 
em uma solução a 2% submetida a vapor em baixa temperatura (55 ± 5°C). Esse processo 
produz a desnaturação de grupos funcionais de proteínas estruturais e do DNA bacteriano. O 
formaldeído associado com o vapor d'água favorece o processo de penetração desse agente nas 
células bacterianas (BRASIL, 2009; GOVEIA, 2007; MAGRINI,2019) 
Todas as biomembranas foram enviadas para a empresa Sterimed Cedral Serviços de 
Esterilização Ltda (São Paulo, Brasil) e esterilizadas pelo método VBTF (Laudo de 
 
55 Segundo a Portaria Nº 3.012/2009 - "Regulamento Técnico Mercosul para Produtos com Ação Antimicrobiana 
Utilizados em Artigos Críticos e Semi-críticos, Áreas Críticas e Semi-Críticas e Esterilizantes" 
56 Processo físico ou químico que destrói todos os microrganismos de objetos inanimados e superfícies, exceto um 
número elevado de esporos bacterianos (BRASIL, 2009). 
57 Processo validado que serve para fazer um objeto inanimado e superfície livre de todas as formas viáveis de 
microrganismos (BRASIL, 2009). 
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esterilização – Anexo 3). Estudos prévios demonstraram que esse método de esterilização não 
seria o mais indicado para materiais como o látex, devido a possível dificuldade de se extrair o 
formaldeído impregnado na superfície da BLN, além de diminuir sua força tênsil (GOVEIA, 
2007; BORINI, 2016). Devido a sensibilidade do produto a altas temperaturas, nosso grupo 
avaliou a relação custo-benefício entre o método VBTF e outros métodos de esterilização 
disponíveis no mercado e por fim decidiu por esse método. Para validar esta metodologia 
realizou-se análises para avaliar a integridade da BLN após o processo de esterilização. Não se 
observou alterações nas propriedades físicas e químicas na BLN (dados não publicados). Além 















Figura 15. Biomembrana de látex  extraído da seringueira Hevea brasiliensis vulcanizado e veiculado com 
lipossomas de curcumina. Fonte: O autor, 2020.  
 
3.2  DISPOSITIVO RAPHA®  
O diodo emissor de luz (LED) faz parte do dispositivo terapêutico RAPHA® (Figura 
16) e consiste em um sistema móvel para neoformação tecidual baseado nos princípios de 
fototerapia que visa auxiliar a cicatrização de feridas (REIS, 2013). 
  Esse dispositivo de fototerapia móvel é um sistema eletrônico que contém um 
temporizador, uma campainha e um controlador para a corrente que alimenta o LED. Ademais,  
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a placa tem 30 LEDs de alta potência, com comprimento de onda entre 635 e 640 nm (luz 
vermelha) em um rearranjo hexagonal para melhor homogeneidade e emissão de alta pureza, 
com uma potência de 1800 MW e uma densidade de energia de 25 J /cm2 na forma de pulsos 
de luzes sequenciais, com um tempo de radiação programado para 35 minutos. O equipamento 
tem as seguintes dimensões 13 cm altura x 8,5 cm comprimento x 5,5 cm largura e um peso 
total de 600 g (ROSA, et al., 2019).  
 
 
Figura 16. Equipamento de neoformação tecidual com LED de alta potência com comprimento de 
onda entre 635 e 640 nm (luz vermelha) RAPHA®. Fonte: O autor, 2020.  
 
3.3 CONDUTA EXPERIMENTAL COM OS PARTICIPANTES  
O projeto foi submetido ao Comitê De Ética Humano (CEP) e à Comissão Nacional de 
Ética em Pesquisa (CONEP) em julho de 2018, sob o Certificado de Apresentação para 
Apreciação Ética (CAEE) de número 95910718.5.0000.0030 (Anexo 2). Todos os participantes 
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes da participação do 
projeto. Em estudos preliminares, foi feito um ensaio clínico com participantes de pesquisa no 
Hospital Regional de Ceilândia (HRC) em Brasília-DF, o que norteou os procedimentos que 
foram adotados para o ensaio do presente estudo (LÓPEZ-DELIS et al., 2018). 
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Como critérios de inclusão para o estudo, o participante deveria ter entre 18 e 75 anos 
de idade, ser portador de diabetes mellitus tipo I ou II, UPD com indicação de tratamento 
ambulatorial, histórico da ferida com, pelo menos, três semanas de duração, não possuir alergia 
ao látex, não ter comprometimento da autonomia mental e possuir telefone celular com 
capacidade para realizar fotografias e ter o aplicativo WhatsApp. Foram excluídos da pesquisa 
os pacientes diabéticos que faziam uso irregular de medicação para outras doenças ou mesmo 
sem acompanhamento médico regular. Também se excluiu do estudo os participantes que 
possuíam evidências de osteomielite ou gangrena, etilistas, usuários de drogas ilícitas, 
portadores de doenças crônicas que comprometessem a pesquisa, lactantes ou participantes que 
já fizeram parte de estudos clínicos em período inferior a um ano. 
A população do estudo foi composta por indivíduos portadores de úlceras diabéticas de 
membros inferiores, com indicação de tratamento ambulatorial. Foram selecionados 15 
participantes com tais características e que foram distribuídos em três grupos experimentais 
(n=5), sendo GC o grupo controle enquanto GE1 e GE2 referem-se a grupos experimentais em 
que se empregou biomembrana de látex sem (GE1) ou com curcumina (GE2). A fim de 
diferenciar a adição de tecnologia utilizou-se, neste trabalho, a terminologia  RAPHA® para o 
grupo GE1, o qual utilizou BLN sem curcumina e RAPHA® Plus, para o grupo que utilizou 
BLN com curcumina (Figura 17). Ambos os grupos – GE1 e GE2 – usaram LED 
concomitantemente ao uso do curativo sob a úlcera diariamente por um período de 45 dias.  A 
irradiação com diodo emissor de luz (LED) foi feita no comprimento de onda vermelho (λ = 
636 ± 20 nm). 
Os participantes do GC receberam os curativos e tratamento do protocolo SUS 
realizados pela equipe de saúde especializada do Hospital Regional da Asa Norte (HRAN), no 
Ambulatório de Diabetes, duas vezes por semana. Já os participantes dos grupos GE1 e GE2 
receberam tratamento com uso de BLN e de LED (RAPHA® e RAPHA® Plus) em suas 
residências e a equipe de acompanhamento realizava a visita domiciliar de uma a duas vezes 
por semana.  
O protocolo de tratamento para os grupos GE1 e GE2 foi realizado de forma autônoma 
ou com auxílio de algum familiar. Os curativos eram trocados diariamente após a exposição ao 
LED. Os participantes dos grupos GE1 e GE2 também recebiam acompanhamento ambulatorial 
no Hospital Regional da Asa Norte (HRAN, Ambulatório de Diabetes), de 15 em 15 dias para 




Figura 17. Desenho experimental do estudo – Grupos de avaliação: (1) grupo controle (GC), (2) grupo 
experimental 1 (GE1) e (3) grupo experimental 2 (GE2). Cada grupo composto por cinco participantes. É 
demonstrado no fluxograma o tipo de tratamento realizado, local de tratamento e periodicidade de troca do 
curativo. Fonte: O autor, 2020.  
O protocolo experimental consistia na limpeza da ferida com soro fisiológico (NaCl à 
0,9%) em quantidade suficiente para tal. A biomembrana de látex era cortada no formato da 
ferida, estendendo-se sobre toda a área ulcerada como cobertura primária e o equipamento 
RAPHA® era posicionado sobre a BLN e mantido ligado durante 35 minutos. Então, o curativo 
era finalizado com gaze e atadura (Figura 18). 
 
Figura 18. Aplicação do protocolo experimental. A) Úlcera diabética após limpeza com soro fisiológico 
0,9%. B) Biomembrana de látex cortada e colocada sobre a úlcera conforme tamanho da ferida. C) Aplicação 
do protocolo experimental utilizando biomembrana de látex e LEDterapia. D) Curativo finalizado utilizando 
a biomembrana de látex como cobertura primária e fechado com gaze e atadura. Fonte: Santana, 2021.  
As amostras biológicas oriundas das úlceras dos participantes foram obtidas no início 
(dia 0), durante (dia 22) e ao final (dia 45) do protocolo de tratamento, a fim de se avaliar a 


























população microbiana das feridas por meio de análises microbiológicas. Foram realizadas 
coletas em dois momentos sendo: (1) Coleta Inicial (CI) ao retirar o curativo, antes de iniciar o 
protocolo e (2) a Coleta Final (CF) ao término do protocolo. Após a limpeza e retirada do 
curativo era colocado um novo curativo antes de se iniciar a irradiação por LED na úlcera  . 
Para coleta das amostras microbiológicas, foi utilizada haste plástica estéril (Swab,  figura 
19). Após a coleta, as amostras foram acondicionadas em tubo contendo meio de transporte 
bacteriano - STUART (KASVI, BRASIL) - à temperatura ambiente. Os tubos contendo as 
amostras em meio STUART foram  mantidos e analisados no Laboratório de Análises 
Moleculares de Patógenos (LAMP) no Departamento de Biologia Celular localizado no 
Instituto de Biologia da Universidade de Brasília (IB – UnB), Campus Darcy Ribeiro.  
 
 
Figura 19. Swab e meio de transporte STUART estéril – haste plástica flexível denominada Swab utilizada 
para coletas de materiais biológicos em UPD acompanhado de meio de transporte STUART não seletivo para 
manutenção da viabilidade microbiológica durante o traslado para o laboratório. Fonte: O autor, 2020.  
 
3.4 ANÁLISE MICROBIOLOGICA  
Após a coleta, as amostras biológicas das úlceras presentes nos tubos com meio Stuart 
e swab foram processadas. Para isso, o material contido na extremidade de cada swab foi 
introduzido em tubo de ensaio de vidro esterilizado previamente por autoclavagem contendo 1 
mL de solução salina (NaCl 0,9%) estéril. Posteriormente, cada suspensão foi homogeneizada 
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por 30 segundos em agitador vórtex (Labnet, EUA). A partir deste material, foi realizada uma 
diluição de 1:10 para propiciar uma contagem mais assertiva das unidades formadoras de 
colônia. Para isso, adicionaram-se 100 μL deste conteúdo em 900 μL de solução salina. A partir 
desta suspensão, realizou-se a semeadura de alíquotas de volume de 100 μL em cada uma das 
três placas de meio de cultura (Ágar Sangue, Ágar MacConkey e Ágar manitol) conforme 
representado no quadro 2. Posteriormente, a alíquota foi espalhada utilizando a técnica de 
superfície com auxílio de alça de Drigalsky de vidro até absorção completa pelo meio de cultura 
e, logo após, as placas de meio de cultura foram incubadas em estufa bacteriológica por 24 
horas a 35 ± 2°C em condições de aerobiose. As contagens foram realizadas a olho desarmado 
e, em seguida, aplicou-se o fator de correção60  1:10, expressando, assim, seu resultado em 
UFC/mL (Unidade Formadora de colônia por Mililitro) (BRITO, 2000; GUERRA, 2016).  
Quadro 2. Meios de cultura e provas bioquímicas para identificação microbiológica. Fonte: Adaptado de BRASIL, 
2004. 
PROVAS E MEIOS DE CULTURA 
AGAR PROVAS 
SANGUE MACCONKEY MANITOL CATALASE RUGAI COM 
LISINA  
 
Meio de cultura 
não seletivo 





















Diferenciar grupos de 
Staphylococcus e 
Streptococcus  
(Figura 3.4) através da 
presença da enzima 
catalase decompondo      
peróxido de hidrogênio 







gêneros, 102 espécies 




A enzima catalase é uma enzima oxidorredutase e desempenha um papel crucial para 
neutralizar espécies reativas de oxigênio (ERO) como peróxido de hidrogênio, molécula 
frequentemente produzida como um subproduto da respiração aeróbica. Portanto, a enzima 
 
60 Método utilizado para corrigir a diluição microbiana, princípio ativo, o teor elementar de um mineral ou a 
umidade [ANFARMAG, 201?]. 
61 Microrganismo com exigências nutritivas complexas, não desenvolvendo-se em meios de cultura não seletivos. 




catalase atua como um antioxidante e protege a célula contra os efeitos deletérios do estresse 
oxidativo. Essa enzima é encontrada em uma ampla gama de organismos aeróbios e anaeróbios 
e hidrolisa mais de um milhão de moléculas de peróxido de hidrogênio por segundo. O 
mecanismo básico de funcionamento desta enzima envolve a degradação da espécie reativa de 
oxigênio, ou seja, peróxido de hidrogênio (H2O2) em oxigênio e água (2 H2O2 + Catalase → 2 
H2O + O2). Essa reação é evidente e demonstrada pela rápida formação de bolhas (KAUSHAL, 
2018). Desta forma, o teste de catalase facilita a detecção da enzima catalase em bactérias Gram 




Figura 20. – Prova da catalase – Fluxograma para identificação diferencial de bactérias Gram +. Fonte: Adaptado 
de BRASIL,2004. 
 
Para a prova da catalase foi adicionado 1 mL de peróxido de hidrogênio (H2O2) em um 
tubo de ensaio de 12 x 75 mm. Usando um swab, foi coletada uma pequena quantidade de 
microrganismos diretamente das colônias formadas no meio de cultura e colocada dentro do 
tubo. As reações positivas foram evidentes por efervescência imediata (O2 + água = bolhas) 
(Figura 21 A). Já nas reações negativas sem enzima catalase para hidrolisar o peróxido de 





Figura 21. – Prova da catalase – A) reação positiva: evidentes por efervescência imediata (O2 + água = bolhas). 
B) reação negativa, sem formação de bolhas. Fonte: REINER, 2010.   
 
Adicionalmente, foi utilizado o meio de cultura Rugai com Lisina, visto que é possível 
se analisar a presença de diferentes reações enzimáticas, formação de gás e capacidade de 
motilidade em um único tubo (Figura 22). Com isso, é possível diferenciar cepas de cocos Gram 
– da família Enterobacteriaceae62. As amostras foram inoculadas em meio de cultura, através 
da técnica de semeadura das colônias em profundidade e estriamento da superfície em tubo 
inclinado. Posteriormente, as amostras foram incubadas em estufa bacteriológica a 35 ± 2°C 
por 24 horas, com a tampa frouxa e com duas gotas do reativo de Kovacs63  (PACHECO, 2020).  
 
 
Figura 22 – Tubo Rugai com lisina – meio de cultura utilizado para identificar família Enterobacteriaceae. 
Apresentação das porções onde ocorrem as reações bioquímicas. Fonte:  LABOCLIN, 2019 
 
 
62 Família de bactérias Gram – anaeróbias facultativas e em forma de bastonete, que não formam endósporos, 
alguns sendo saprófitas e outros parasitas de plantas e animais (DeCS,2019) 
63 Solução contendo p-Dimetilaminobenzaldeido 5%, Ácido clorídrico 25% e Butanol q.s.p.,utilizada para realizar 
a prova do Indol (IND). (LABOCLIN, 2019). 
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O objetivo de se usar o meio de Rugai com lisina consiste em realizar uma triagem 
bioquímica de colônias bacterianas. O meio de Rugai com Lisina apresenta uma série 
bioquímica contendo nove provas que são agrupadas em um único tubo sendo elas: (1) reação 
de indol (IND), (2) desaminação do aminoácido L-triptofano (LTD), (3) fermentação da 
sacarose (SAC), (4) produção de sulfeto de hidrogênio (H2S), (5) produção de gás (GAS), (6) 
hidrólise da ureia (URE), (7) fermentação da glicose (GLI), (8) descarboxilação da lisina (LIS) 




















Figura 23 – Resultados visuais do meio de cultura Rugai com lisina – representação dos resultados esperados para 






4.1 RELAÇÃO DA EVOLUÇÃO DAS FERIDAS E MICROBIOTA  
Após a realização das identificações bacterianas, observou-se que a maioria das 
bactérias encontradas nas úlceras dos participantes de pesquisa foram Gram + com prevalência 
em 79,3%  (Figura 24).  Essas bactérias são consideradas comensais da pele da maioria dos 
indivíduos expostos ao ambiente hospitalar (OTTO, 2009). Entretanto, as bactérias Gram – as 
quais são enterobactérias representaram 20,7%.  
 
 
Figura 24.  Prevalência geral de bactérias Gram + versus bactérias Gram –: amostras bacterianas coletadas 
diretamente da úlcera dos participantes de pesquisa dos seguintes grupos: grupo controle (GC), grupo experimental 
1 (GE1) e grupo experimental 2 (GE2), durante os dias D0 (Dia 0), D22 (Dia 22) e D45 (Dia 45) de tratamento. 
 
Cerca de 79% das espécies microbianas identificadas nas úlceras dos participantes de 
pesquisa eram bactérias comensais que são normalmente encontradas em indivíduos expostos 
ao ambiente hospitalar (S. aureus 39,7% e S. epidermidis 39,7%).   
O restante percentual, 20,7% de espécies microbianas encontradas nas úlceras, foram 
Edwardsiella spp. (10,3%), Klebsiella spp. (5,2%) e P. mirabilis (5,2%) (Figura 25). Essas 
espécies não fazem parte da microbiota comensal do tecido cutâneo humano, e são 
potencialmente patogênicas (LEUNG,2012).  
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Todas as espécies bacterianas demonstraram colonização persistente não apresentando 
diferença significativa na microbiota da úlcera após os tratamentos em quaisquer dos grupos 
supracitados: GC, GE1 e GE2. 
 
 
Figura 25 – Prevalência de espécies microbianas: amostras bacterianas coletadas diretamente da UPD dos 
participantes de pesquisa dos seguintes grupos: grupo controle (GC), grupo experimental 1 (GE1) e grupo 
experimental 2 (GE2), durante os dias D0 (Dia 0), D22 (Dia 22) e D45 (Dia 45) de tratamento. 
Realizaram-se coletas das amostras biológicas em dois momentos, sendo: (1) Coleta 
Inicial (CI) ao retirar o curativo, antes de iniciar o protocolo e (2) a Coleta Final (CF) ao término 
do protocolo. A variação bacteriana será apresentada em porcentagem. Para identificação dos 
participantes de pesquisa, utilizou-se um código de identificação, em que P1 representa 
participante nº1 e P2 representa participante nº2, assim por diante. A seguir, serão descritos os 
resultados do representante de cada um dos grupos. 
O participante P12, representando o GC (Figura 26) em seu período de tratamento, 
notou-se que no D0 houve um aumento de 7% na microbiota. Já no D22 houve uma diminuição 
em 26% dos microrganismos. No último dia do tratamento, no D45, houve redução de 90%. 
Em todas as análises houve manutenção do perfil microbiológico apresentando diminuição 
média de 36% de bactérias totais. Tendo sua colonização por S. epidermidis e Klebsiella spp. 






Figura 26 – Registro fotográfico dos dias D0 (Dia 0), D22 (Dia 22), e D45 (Dia 45) do representante do grupo 
controle (GC).  
 
Já o participante P1 pertencente ao GE1, que apresentava seu tendão calcâneo quase 
totalmente exposto, apresentou contração da ferida em 47% (SANTANA,2021) conforme 
podemos observar na Figura 27, dentro dos 45 dias do experimento. Todavia, observaram-se 
variações na quantidade de cepas de S. epidermidis e S. aureus na úlcera deste participante ao 
longo do tratamento. No D0, notou-se uma diminuição de 89% seguida de redução de 7% no 
dia 22. Contudo, no D45, notou-se um aumento em 40% de sua microbiota. Demonstrando 
assim uma diminuição média de sua microbiota total em 56%. 
 
Figura 27– Registro fotográfico dos dias D0 (Dia 0), D22 (Dia 22), e D45 (Dia 45) da representante do grupo 
experimental 1 (GE1) tratado com biomembrana de látex natural (BLN) + LED (RAPHA®).  
 
A participante P9 pertencente ao grupo GE2 teve sua úlcera 100% cicatrizada em apenas 
33 dias (SANTANA,2021). Devido a isso, não se seguiu o protocolo de análise padrão, ou seja, 
coleta nos dias 0, 22 e 45. Ao analisar a microbiota de sua úlcera, observou-se uma variação 
significativa de S. epidermidis (Figura 28). No dia inicial (D0) de aplicação do protocolo 
terapêutico, observou-se redução de cerca de 82% da quantidade de S. epidermidis após a 
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aplicação do protocolo RAPHA® plus. Já no dia 17, averiguou-se um aumento de 2% na 
quantidade de S. epidermidis e no dia 33 notou-se aumento de 136% da população microbiana.  
Apresentando aumento médio de sua microbiota cultivável em 56%. 
 
 
Figura 28 – Registro fotográfico dos dias D0 (Dia 0), D17 (Dia 17), e D33 (Dia 33) da representante do grupo 
experimental 2 (GE2) tratado com biomembrana de látex natural (BLN) veiculada com lipossomas de curcumina 
+ LED (RAPHA® Plus).  
 
A fim de demonstrar a variação na população bacteriana cultivável, foram produzidas 
tabelas demonstrando a variação em porcentagem geral de todos os participantes de pesquisa 
nos diferentes grupos (Figura 29) e a variação em porcentagem por espécie microbiana 
(Apêndice C). Os números representados nas colunas porcentagem (%) de Variação e 
porcentagem (%) MÉDIA, quando se apresentam negativos, demonstram diminuição da 
microbiota após os devidos protocolos que serão apresentados em fonte vermelha. Os números 














Figura 29 – Variação bacteriana entre a Coleta Inicial (CI) - ao retirar o curativo e antes de iniciar os protocolos (1) padrão do SUS (GC), (2) protocolo RAPHA® (GE1) e (3) 
protocolo RAPHA® Plus  (GE2)  e a Coleta Final (CF) - logo após ao término desses procedimentos e antes do fechamento do novo curativo do dia inicial D0 (A), dia 
intermediário D22 (B) e do dia derradeiro D45 (C)  - os números representados nas colunas % de Variação e % MÉDIA quando se apresentam negativos demonstram diminuição 
da microbiota após os devidos protocolos e serão apresentados em fonte vermelha. Os números positivos evidenciam um aumento na microbiota da UPD e os números 
permanecem em fonte preto automático. 
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4.2 ANÁLISE DE DADOS  
Para avaliar a população microbiana, este estudo adotou uma abordagem em dias, isto 
é, foi realizada uma coleta com swab nos dias 0, 22 e 45 dos tratamentos realizados. Isto serviu 
para observar como se comportava a população microbiana nas úlceras de pé diabético.  
 Por ser uma pesquisa em que o tamanho da amostra é demasiadamente pequeno, ou seja, 
foram 15 participantes da pesquisa, a análise estatística realizada foi de testes não paramétricos, 
não necessitando de utilização do teste de normalidade. (WARNER, 2007)  
 Dessa maneira, para analisar amostras não-paramétricas dependentes num mesmo grupo 
de tratamento em momentos diferentes, realizou-se o teste de Wilcoxon, com o Programa IBM 
SPSS - Statistical Package for the Social Sciences. (Apendice B) 
  
 
O resultado para análise de comparação de médias com a intervenção no GC, com o padrão 
SUS, e no grupo GE1 e GE2 utilizando o tratamento RAPHA® e RAPHA® Plus, nos dias 0, 
22 e 45, respectivamente, para verificar se eram significativamente diferentes entre si 
(p<0,050).  Concluiu-se que não houve diferença nas médias calculadas nos dias avaliados.  
 Abaixo seguem os gráficos em colunas, indicando números absolutos da contagem 
microbiana global dos quinze participantes de pesquisa. Não se observou diferença estatística 




















Figura 30 – Números absolutos da contagem microbiana (tendo como unidade de medida UFC/mL) global dos 
participantes de pesquisa alocadas nos grupos Grupo controle (GC), grupo experimental 1 (GE1) e grupo 
experimental 2 (GE2) nos dias D0, D22 e D45. Amostras coletadas em dois momentos: (1) Coleta Inicial (CI) ao 
retirar o curativo e antes de iniciar os protocolos e (2) Coleta Final (CF) logo após ao término desses procedimentos 
e antes do fechamento do novo curativo. 
 
Utilizou-se o gráfico do tipo Boxplot que nos fornece dentro do tamanho da amostra 
números significativamente discrepantes, mas nos fornece uma amostra mediana dos primeiros, 
segundo e terceiro quartil66, que em suas extremidades contém o mínimo e máximo, 
desconsiderando também outliers67. Nas figuras abaixo, demonstra-se os resultados das 




66 Diz-se de ou qualquer das separatrizes que dividam uma série ordenada de observações em quatro partes. Valores 
máximos, os mínimos, a mediana, o primeiro quartil e o terceiro quartil. (MICHAELIS,2021; GALVANI, 2012). 
67 É uma observação que se desvia tanto de outras observações que levantem suspeitas de que foi gerado por um 

































Figura 31. – Resultado das amostras coletadas no dia D0 por grupo. (A) Coleta Inicial (CI) e (B) Coleta Final 
(CF) no dia 0. Grupo Controle (GC) seguindo o tratamento SUS, Grupo Experimental 1 (GE1) com tratamento 
RAPHA® e Grupo Experimental 2 (GE2) tratamento RAPHA® Plus. Significância atribuída a p-valor <0,05.  
Análise estatística realizada por teste de Wilcoxon para amostras dependentes, o resultado de significância 








Figura 32 – Resultado das amostras coletadas no dia D22 por grupo. (A) Coleta Inicial (CI) e (B) Coleta Final 
(CF) no dia 0. Grupo Controle (GC) seguindo o tratamento SUS, Grupo Experimental 1 (GE1) com tratamento 
RAPHA® e Grupo Experimental 2 (GE2) tratamento RAPHA® Plus. Significância atribuída a p-valor <0,05.  
Análise estatística realizada por teste de Wilcoxon para amostras dependentes, o resultado de significância 





Figura 33– Resultado das amostras coletadas no dia D45 por grupo. (A) Coleta Inicial (CI) e (B) Coleta Final 
(CF) no dia 0. Grupo Controle (GC) seguindo o tratamento SUS, Grupo Experimental 1 (GE1) com tratamento 
RAPHA® e Grupo Experimental 2 (GE2) tratamento RAPHA® Plus. Significância atribuída a p-valor <0,05.  
Análise estatística realizada por teste de Wilcoxon para amostras dependentes, o resultado de significância 




4.2.1 PADRONIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM A 
CLASSIFICAÇÃO DA UNIVERSIDADE DE TEXAS. 
 Para se realizar uma apreciação acurada do tipo de ferida predominante nesse ensaio 
clínico, resolveu-se uniformizar a amostra para mais uma análise estatística. Os tipos de ferida 
foram padronizados pelas amostras biológicas das lesões Tipo “A”, segundo a classificação da 
Universidade de Texas, com ausência de infecção ou isquemia e crescimento microbiológico 
em ágar Manitol. Dessa forma, excluíram-se 8 participantes do estudo. 
 A hipótese deste estudo é observar se o protocolo RAPHA® ou RAPHA® Plus possuem 
atividade antimicrobiana. Utilizou-se a análise de variância ANOVA (Apêndice A), pois o 
intuito foi comparar a média de população amostral com úlceras similares, além de descobrir 
se houve médias distintas significativamente entre elas, similar ao teste de hipóteses. A 
significância atribuída a p-valor <0,05. O resultado de significância apresentado foi de p-valor 
0,9119, sem diferença significativa estatística entre os dias e os tratamentos, nos tipos de feridas 
“A”, conforme classificação de Texas, como se observa no gráfico de barra abaixo. 
 
Figura 34 - Gráfico de barras onde é apresentado quantitativamente as UFC/mL (Unidades Formadoras de Colônia 
por mL) entre a Coleta Inicial (CI) - ao retirar o curativo e antes de iniciar os protocolos (1) padrão do SUS (GC), 
(2) protocolo RAPHA® (GE1) e (3) protocolo RAPHA® Plus (GE2) e a Coleta Final (CF) - logo após ao término 
desses procedimentos e antes do fechamento do novo curativo nos dias experimentais D0, D22 e D45. 
Significância atribuída a p-valor <0,05. Análise estatística realizada pela análise de variância ANOVA, o resultado 




 Por similaridade do objeto estudado, utilizou-se esse tipo de gráfico com o seu desvio 
padrão, e concluiu-se que não houve alteração na microbiota cutânea da UPD mesmo após os 
tratamentos GC, GE1 e GE2.  
  
5. DISCUSSÃO 
A Diabetes mellitus é um dos maiores problemas de saúde mundial tendo diversas 
complicações, dentre elas, há o desenvolvimento de úlcera nos membros inferiores 
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2005). As úlceras podológicas possuem 
microbiota residente70 superficial, mantendo relação de comensalismo. Porém o domicílio e o 
ambiente nosocomial podem proporcionar contato com bactérias transitórias71 oferecendo local 
adequado para colonização.  A colonização não é equivalente à infecção, pois infecção é 
definida quando a contagem microbiana é igual ou maior que 105 UFC/mL (LEITE, 2011; 
PATIÑO, 2013; CARDOSO, 2018). Além disso é importante salientar que os microrganismos 
exercem um importante papel na resposta imunológica, inclusive a composição da microbiota 
pode variar com a periodicidade da limpeza local (PATIÑO, 2013). Entretanto, sugere-se que 
a contração de feridas é acelerada na ausência de microbiota comensal (CANESSO, 2014). 
Neste trabalho, averiguou-se a população microbiana nas amostras coletadas em úlcera 
de membros inferiores dos participantes de pesquisa, através de ensaios bioquímicos e 
microbiológicos. As coletas foram realizadas em dois momentos distintos sendo: (1) Coleta 
Inicial (CI) ao retirar o curativo e antes de iniciar o protocolo e (2) a Coleta Final (CF) ao 
término do protocolo e antes do fechamento do novo curativo. 
De acordo com classificação inicial preconizada por Hans Christian Gram em 1884, 
observou-se a prevalência geral de bactérias Gram + versus bactérias Gram – (Figura 4).  Onde 
79,3% das bactérias eram Gram + (S. aureus 39,7% e S. epidermidis 39,7%) e 20,7%, de 
espécies microbianas encontradas nas úlceras foram (Edwardsiella spp. 10,3%, Klebsiella spp. 
5,2% e P. mirabilis 5,2%) (Figura 4.1). Entrando em consonância com as literaturas onde 
isolaram microrganismos de UPD (NOOR, 2015; CARVALHO et al, 2004). 
 
70 Microbiota aderida as camadas mais profundas da epiderme, resistente a remoção com água e sabão. 
Normalmente não causam infecções (CARDOSO, 2018). 




A eliminação de algumas cepas como o S. epidermidis podem favorecer a colonização 
por patógenos oportunistas (PATIÑO, 2013). Outro gênero bacteriano auxiliar na homeostase 
da ferida é o Lactobacillus spp, pois, graças a sua produção de ácido lático, promove uma 
diminuição do pH da UPD dificultando a colonização de patógenos oportunistas. Além disso 
os Lactobacillus expressam a quimiocina CXCL12, responsável por acelerar o fechamento e a 
melhora da ferida em camundongos com hiperglicemia ou isquemia periférica, condições 
associadas a feridas crônicas (GUYON, 2014). 
Em todos os dias de tratamento nos diferentes grupos, demonstra-nos que houve 
oscilações quantitativas da microbiota de UPD. Porém, a diminuição bacteriana não trouxe 
benefícios para a contração da ferida. Por exemplo, o participante P12 (GC) teve aumento 
médio em sua microbiota em 36%, contudo não houve contração da ferida, ao contrário, houve 
aumento em 34% de sua úlcera. O participante P1 (GE1) demonstrou diminuição média de sua 
população microbiana em 19%, entretanto sua ferida apresentou 47% de contração. Já a 
participante P9 (GE2) teve 100% de sua UPD cicatrizada em apenas 33 dias e notou-se que teve 
o maior aumento de 56% na população microbiana. Essas incongruências relacionadas à 
cicatrização e a microbiota ainda carecem de novos estudos. 
Quanto ao potencial de contração da ferida, Santana (2021, p.67-88) em seu estudo relata 
a superioridade do tratamento realizado com o RAPHA® Plus, pois este apresentou contração 
média nos participantes de pesquisa em 89,6%. Os participantes tratados com RAPHA® 
apresentaram contração média em 40,8%, por fim, os participantes que foram submetidos ao 
protocolo padrão SUS, tiveram contração média de apenas 22%. Demonstrando, portanto, que 
a tecnologia RAPHA® é uma ferramenta promissora para a cicatrização de úlceras de membros 
inferiores que acometem o diabético. 
A limitação deste estudo foi a não observação de diferença estatística na população 
microbiana cultivável em nenhum dos grupos analisados. Entretanto há necessidade de 
compreender melhor o comportamento da microbiota comensal da pele, na regulação e 
contração da ferida, pois nos chama atenção em especial à participante P9 que teve sua 
cicatrização em apenas 33 dias e teve também um dos maiores aumento médio de sua 
microbiota cultivável, aumentando em 56% S. epidermidis. Essa cepa bacteriana é comensal da 
pele, e possivelmente ofereceu ao hospedeiro o benefício de não permitir colonização de cepas 
transitórias na ferida.   
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6. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS  
O protocolo terapêutico consistiu na utilização de irradiação de LEDterapia (com 
comprimento de onda vermelho) por 35 min associado à biomembrana de látex natural 
(RAPHA®) contendo ou não lipossomas de curcumina durante os 45 dias de ensaio. Observou-
se que este tratamento não induziu resposta antimicrobiana. Ao contrário, em alguns casos 
houve aumento na quantidade de bactérias cultiváveis, inclusive em indivíduos com 
cicatrização plena. Os grupos experimentais GE1 e GE2 demonstraram uma neoformação 
tecidual superior comparado com o grupo controle (GC). 
Sugerem-se novos estudos para compreender a influência do equipamento RAPHA® na 
microbiota da UPD, como por exemplo, a análise metagenômica. É também salutar utilizar 
outros comprimentos de onda avaliando se há alguma alteração significativa na população 
microbiana. Uma alternativa seria investigar se ainda caberia ao projeto RAPHA® um terceiro 
agente para que pudesse auxiliar a simbiose cutânea e exclusão de cepas patogênicas, 
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APÊNDICE A - TABELA DE RESULTADOS DA ANÁLISE 
ANOVA. SIGNIFICÂNCIA ATRIBUÍDA A P-VALOR <0,05. O 
RESULTADO DE SIGNIFICÂNCIA APRESENTADO FOI DE P-





     
      
Two-way ANOVA Ordinary 
    
Alpha 0,05 
    
      
Source of Variation % of total variation P value P value summary Significant? 
 
Interaction 9,651 0,9119 ns No 
 
Row Factor 0,9355 0,8059 ns No 
 
Column Factor 11,83 0,3783 ns No 
 
      
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Interaction 4,088e+007 10 4,088e+006 F (10, 36) = 0,4478 P = 0,9119 
Row Factor 3,962e+006 2 1,981e+006 F (2, 36) = 0,2171 P = 0,8059 
Column Factor 5,012e+007 5 1,002e+007 F (5, 36) = 1,098 P = 0,3783 
Residual 3,286e+008 36 9,127e+006 
  
      
Number of missing values 18 
    












APÊNDICE B - TABELA DE SUMARIZAÇÃO DE TESTE DE 
HIPÓTESE, NÃO-PARAMÉTRICO, DE AMOSTRAS 







APÊNDICE C - TABELA DE VARIAÇÃO BACTERIANA ENTRE 
A COLETA INICIAL (CI) E A COLETA FINAL (CF). OS 
NÚMEROS REPRESENTADOS NAS COLUNAS QUANDO SE 
APRESENTAM NEGATIVOS DEMONSTRAM DIMINUIÇÃO DA 
MICROBIOTA APÓS OS DEVIDOS PROTOCOLOS E SERÃO 
APRESENTADOS EM FONTE VERMELHA. OS NÚMEROS 
POSITIVOS EVIDENCIAM UM AUMENTO NA MICROBIOTA 
DA UPD E OS NÚMEROS PERMANECEM EM FONTE PRETO 
AUTOMÁTICO. 
 
